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@) Verfahren zur Herstellung von spezifischen Formkorpern oder Schichten aus Bakteriencellulose 

(57) Verfahren zur Herstellung von spezifischen Formkor- 
pern oder Schichten aus Bakteriencellulose bei dem Acet- 
obacter xylinum DSM 13368 mit oder ohne Vorbehand- 
lung mit Cellulase in einem gepufferten, Mineralsalze ent- 
haltendem Medium, das zumindest eine assimilierbare 
Kohlenstoffquelle in einer Konzentration von 15-30 g/l 
Medium und zumindest eine assimilierbare Stickstoff- 
quelle in einer Konzentration von 4-6 g/l Medium enthalt, 
bei einem pH-Wert von 4,0-7,2 sowie einer Temperatur 
von 15~38°C bis zur Bildung einer homogenen Cellulose- 
schicht einer Dicke von maximal 60 mm kultiviert wird, 
die gebildete Celluloseschicht im Anschlufc daran abge- 
trennt und durch mindestens einmaliges Waschen mit 
Wasser und/oder einem in der Medizin zugelassenen, 
leicht alkalischen Reinigungsmittel gereinigt wird und 
diese gereinigte Celluloseschicht anschliefcend in Schich- 
ten geschnitten oder zu Formkorpern geformt wird, diese 
wiederum gewaschen werden und diese anschliefSend 
mit einem chemischen Stabilisator und/oder einem Wirk- 
stoff versetzt werden. 



UJ 



BUNDESDRUCKEREI 02.02 202 160/101/9 



9 



DE 100 

l 

Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von spezifischen Formkorpern oder Schichten aus Bak- 
teriencellulose. 

[0002] Verfahren zur Herstellung von hydratisierter Cellu- 
lose mit Hilfe von Bakterien sind verschiedentlich beschrie- 
ben worden. Im allgemeinen werden Bakterien der Species 
Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas 
oder Alcaligenes zur Herstellung eingesetzt (DE 40 27 479; 
EP 0 347 481 ; WO 89/12107). Die Mehrzahl der Verfahren 
setzt allerdings vor allem Acetobacter xylinum, Verwandte 
von diesem, desse n Van an ten und/oder Mu tan ten zur Her- 
stellung ein (DE 40 27 479, US 4,588,400; US 4,788,146; 
US 5,228,900; US 5,955,326; EP 0 346 507; EP 0 347 481 ; 
EP 0 396 344; WO 89/08148; WO 89/12107; 

WO 98/30594). Es werden in den jeweiligen Schriften spe- 
zielle Stamme als Hauptlieferanten geschulzt. Die Herstel- 
lung erfolgt sowohl in emerse r Kultur durch Bildung einer 
Schicht von Bakteriencellulose an der Oberflache der Kul- 
turfliissigkeit (DE 40 27 479; US 4,588,400; US 4,788,146; 
EP 0 346 507; EP 0 347 481) als auch in bewegter, teilweise 
auch in kontinuierlicher Kultur in Kolben beziehungsweise 
Bioreaktoren (US 5,228,900; WO 91/16445), an Membran- 
oberflachen (JP 07274987 A; EP0 396 344) oder an rotie- 
renden Scheiben (US 5,955,326; WO 97/05271). Aufgrund 
des hohen Sauerstoffbedarfs fur die Bildung des Biopoly- 
mers sind sowohl die emerse Kultivierung als auch die Bio- 
reaktorkultur favorisiert. Sollen zusammenhangende 
Schichten hergestellt werden, erweist sich die emerse Ober- 
flachenkult.ur als giinstiger. 

[0003] Die verwendeten Medien enthalten in der Regel as- 
similierbare KohlenstorTquellen, wie beispielsweise Fruc- 
tose, Mannitol, Sorbitol, Glucose, Cellobiose, seltener we- 
gen des langsameren Wachstums bei der Verwendung Gly- 
cerol, Galactose, Lactose, Saccharose, Maltose, Polyalko- 
hole, Polysaccharide, assimilierbare Stickstoffquellen, wie 
beispielsweise verwertbare Proteine, verwertbare Mineral- 
salze als Makro- und Mikronahrstoffquellen. Der pH-Wert 
wird fur den Bereich von 4,5 bis 6,5 beschrieben und die 
Temperatur im Bereich von 15 bis 35°C (DE 40 27 479; 
US 4,588,400; US 4,788,146; US 5,228,900; EP 0 396 344; 
EP 0 346 507; WO 89/12107). Das Patent DE 40 27 479 sei 
beispielsweise erwahnt mit dem Hinweis, daB hohe Zell- 
dichten notwendig sind, um gute Ausbeuten bei hohen Qua- 
li tats standards zu erzielen. Teilweise werden andere Poly- 
mere beziehungsweise Cellulosederivate als Hilfsmittel zu- 
gesetzt, um die Ausbeute zu steigem und dadurch auch Tra- 
ger fur das gebildete bakterielle Biopolymer zu haben 
(EP0 396 344; EP0 346 507; WO 89/12107). Andere Be- 
einflussungen erfolgen durch das Wachsen an semipermer- 
ablen Membranen zur Ausbildung spezieller Formen bezie- 
hungsweise durch die Verwendung von Korkbohrem 
(EP 0 396 344). 

[0004] Trotz groGer Bemuhungen treten bei der Gewin- 
nung des Biopolymers Inhomogenitaten in der Qualitat und 
Schichtdicke auf (US 5,955,326). Im Patent DE 40 27 479 
wird die mechanische Entfernung der ersten Schichtteile zur 
Erlangung besserer Homogenitaten beschrieben. 
[0005] Ein problematischer Teehnologiebereich ist die 
Aufbereitung und das Waschen der gebildeten Bakteriencel- 
lulose. In der uberwiegenden Zahl der Beschreibungen er- 
folgt das Waschen mit NaOH verschiedener Konzentratio- 
nen bei hoheren Temperaturen, gefolgt von einer Neutrali- 
sierung mit HC1 oder Essigsaure (DE 40 27 479; 
US 4,588,400; US 4,788,146; US 5,228,900; US 5,955,326; 
EP 0 396 344; WO 89/08148). Andere Reinigungsschritte 
nutzen Trichloressigsaure (US 4,588,400; US 4,788,146), 
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Oxidationsmittel, wie bspw. alkalisches Wasserstoffperoxid, 
NaOCl und/oder CICb (WO 89/08148; WO 91/16445). 
Auskochen mit Wasser und Essigsaure (WO 98/30594) bzw. 
eine Behandiung mit nichtwassrigen hydrophilen Losungs- 
5 mitteln, Alkylalkoholen oder Ketonen mit weniger als 6 
Kohlenstoffatomen (EP 0 346 507) werden auch beschrie- 
ben. Gefriertrocknung (WO 89/12107) und/oder Autokla- 
vierung beziehungsweise Behandlungen mit Gamma-Strah- 
len (US 4,588,400) zur Sterilisation sind weiterhin Bestand- 
10 teile der beschriebenen Prozesse. 

[0006] Je nach Verfahren zur Kultivierung der Organis- 
men sind suspendierbare Bakteriencellulose in den geruhr- 
ten Kulturen oder mehr oder weniger starke Schichten in 
den emersen Kulturen erhaltlich. Die Schichtstarke muB ge- 
ts nau kontrolliert werden, um homogene Qualitaten zu erhal- 
ten. Beschrieben sind derartige Schicht bildungen bspw. in 
den Schriften DE 40 27 479 mit erreichbaren Dicken von > 
3 mm, US 4,588,400 mit Dicken zwischen 0,1 und 15 mm 
oder WO 89/12107, in der die Herstellung von Filmen von 
20 0,1 um Dicke dargelegl ist. In der Anme Idling 
WO 98/30594 wird die Umwandlung der gelatinosen Form 
der Bakteriencellulose in Faserform dargestellt, ein sehr auf- 
wendiges und unokonomisches Unterfangen. Impragnie- 
rungsschritte sind seltener dokumentiert. So ist bspw. die 
25 Impragnierung mit PEG, Glycerol, PVP etc. dokumentiert 
(US 4,588,400). 

[0007] Zu den in den diskutierten Patenten beziehungs- 
weise Patentanmeldungen genannten Hauptapplikationsfel- 
dern der Bakteriencellulose zahlen unter anderem die Her- 

30 stellung von Membranen und Anwendungen in der Papier- 
und Lebensmittelindustrie (DE 40 27 479), der Einsatz als 
Verbandsmaterial (US 4,588,400; US 4,788,146), Verwen- 
dung als kiinstliche BlutgefaKe (EP0 396 344), Einsatz in 
den Gebieten Papierherstellung, Oberflachenbeschichtung, 

35 Kunststoffe, Farben (Verdicker), Sei fen, Kosmetika, Saat- 
gut, Beton, Keramik (WO 89/08148) beziehungsweise als 
Zu satzs to IT fur Papier, mit Zusatzen von magnetischem Ma- 
terial, von elek (rise hem Material, als Zusatzstoffe fur Futter- 
mittel und/oder Lebensmittel (WO 89/12107). 

40 [0008] Alle vorgenannten Losungsvarianten besitzen eine 
Vielzahl von Nachteilen, die groRen Homogenitatsschwan- 
kungen, die teilweise aufwendigen Kultivierungstechniken 
einschlieBlich der teilweise notwendigen Umwandlungen 
gelati noser Produkte in Fasern, die Reinigungs verfahren, 

45 bei denen durch den Einsatz sehr radikaler Mittel (NaOH, 
HC1, Essigsaure, Trichloressigsaure, Oxidationsmittel) und 
hoherer Temperaturen das Risiko einer teilweise partiellen 
cheniischen Vcranderung des Polysaccharides einireten 
kann. Derartig veranderte Strukt.uren konnen den Einsatz im 

50 Bereich von Medizin, Veterinaniiedizin und/oder Kosmetik 
deutlich einschranken und sogar verhindern. Der Zusatz von 
Wirkstoffen ist bislang kaum realisiert worden. Vorrangig 
wurden dabei Glycerol, PEG und PVA eingeselzt. Weitere 
erfolgreiche Zusatze von Wirksioffen oder Austausche des 

55 Losungsmittels Wasser gegen andere Agenzien sind bislang 
nicht zufriedenstellend gelost. 

[0009] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung isl, die 
Nach teile des Standes der Technik zu venneiden und ein 
Verfahren fiir die Herstellung einer homogenen, sauberen 
60 und bedarfsweise mit Wirkstoffen versetzbaren Bakteri- 
encellulose anzugeben, das okonomisch giinstig und varia- 
bel durchfiihrbar ist. 

[0010] Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Pa- 
ten tans pruch 1 gelost. 
65 [0011] Uberraschenderweise war die Kombination von 
Einzeltechnologten erfolgreich, so daB bei dem erfindungs- 
gemaBen Verfahren der Einsatz aggressiver Chemikalien zur 
Reinigung des Produktes entfallen kann, jederzeit ein Aus- 
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tausch des Wassers oder eine Erganzung des Wassers in den 
Schichten mit biologisch aktiven Wirkstoffen erfolgen und 
gleichzeitig eine Stabilisierung der Bakteriencellulose ohne 
aufwendiges Autoklavieren, Behandlung mit Gamma- 
Strahlen oder andere Mittel erfolgen kann. Mittels eines 
Kultivierungsschrittes im erfindungsgemaBen Verfahren ist 
eine Herstellung groBer Mengen von Bakteriencellulose 
rnoglich und durch einen Trennvorgang im Verfahren wird 
die Fertigung vorgegebener Formen und Schichtdicken er- 
moglicht. Das nach dem erfindungsgemaBen Verfahren her- 
gestellte Material besteht aus reiner Cellulose mit der Eigen- 
schaft einer hohen Quellfahigkeit und einem ausgepragten 
Vermogen zur Zuruckhaltung von Wasser und/oder anderen 
Flussigkeiten. Die nach dem Verfahren hergesteilten 
Schichten oder Formteiie besitzen eine spezifische, einheit- 
liche Dicke, sind biovertraglich sowie giinstig herstell- und 
weiterverarbeitbar. Aufgrund der nat.iirlichen Herstellung 
des Polysaccharides ist das nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren gewonnene Produkt gut biologisch abbaubar und 
somit gut und umweltverlraglich entsorgbar. 
[0012] Nachfolgend soil die Erfindung im Detail erlautert 
werden. 

[0013] Zur Herstellung von Bakteriencellulose wird die 
selektierte Variante Acetobacter xylinum DSM 13368 ein- 
gesetzt. Das Bakterium Acetobacter xylinum DSM 13368 
wird in einem Medium kultiviert, das als Kohienstoffquelle 
bspw. Glucose, Fructose, Saccharose und/oder Glycerol, als 
Stickstoffquelle bspw. Proteine, Mineralsalze und ggf. Vit- 
amine enthalt. Ein mogliches Medium ist das Schramm-He- 
strin-Medium, das in Beispiel 1 naher erlautert ist. Der pH- 
Wert liegt ublicherweise zwischen pH 4,0 und 7,2, vorzugs- 
weise zwischen 5,8 und 7,0. Die Kultivierung ist rnoglich im 
Temperaturbereich 15-38°C, vorzugsweise 25-30°C. Zum 
Beispiel zur Herstellung von Schichten fiir Pads zur Anwen- 
dung in der Medizin, Ve term arm edizin und/oder Kosmetik 
hat sich nach dem erfindungsgemaBen Verfahren die emerse 
Oberflachenkultur bewahrt. Diese kann in Kultivationssy- 
stemen verschiedenster Fonnen stattfinden. Die Herstellung 
von Bakteriencellulose nach dem erfindungsgemaBen Ver- 
fahren schlieBt aber auch bewegte Kulturen und die Nut- 
zung rotierender Systeme nicht aus, wenn die Bedingungen 
zur Erzielung absolut homogener Schichtsysteme beachtet 
werden. Die einzusetzenden Bakterien konnen in der Vor- 
kultur mit handelsublichen Cellulasen vorbehandelt werden. 
Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, daB der einge- 45 
setzte Stamm Acetobacter xylinum DSM 13368 unabhangig 
von der Impfdichte konstante Produktivitaten aufweist. Die 
Bakteriendichte im Impfmaterial, bestimmt bei 578 nm, 
kann zwischen den Wert en OD = 0,04-1,2 liegen, ohne daB 
starkere Schwankungen in Kultivierungszeit und Ausbeute 50 
bemerkbar sind. Die Kultivierung in den emersen Systemen 
kann iiber mehrere Wochen erfolgen, ohne daB Nahrmedium 
nachdosiert werden muB. Durch die Langzeitkultivierung 
kann die Bildung sehr homogener Schichten garantierl wer- 
den, ohne daB arbeits- und zeitaufwendige Kontrolloperatio- 55 
nen notwendig werden. 

[0014] Die Reinigung der gebildeten Schichten von Bak- 
teriencellulose ist uberraschenderweise sehr viel einfacher 
rnoglich als es bei den oben zitie rten Paten ten beschrieben 
wird. Die bis zu 60 mm dicken Schichten werden geteilt und 60 
sind nachfolgend im Gegensatz zum Stand der Technik in 
uberraschender Weise mit fiir andere Verwendungszwecke 
ublichen mildalkalischen Reinigem, die auch fiir medizini- 
scheBereiche zugelassen sind, waschbar. Bei maximal 95°C 
werden die Bakterienreste, Proteine und andere Verunreini- 65 
gungen bereits bei Behandlungen von 2 ■ 60 Minuten abge- 
trennt. Nach der gewunschten Formgebung durch Trennen 
in Schichten mit homogenen Schichtdicken folgen Wasch- 
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prozesse mit einem in der Medizin zugelassenen mildalkali- 
schen Reinigungsmittel und mit Wasser, bevor das Stanzen 
der gewunschten Form auf an sich bekannte Weise erfolgt, 
wobei die Dicken/die Flachen bei Pads oder Vorstufen von 
5 Pads bspw. im Bereich einer maximaien Paddicke von 5 mm 
und im Bereich einer maximaien PadgroBe von 
350 • 250 mm sowie die optimale Paddicke in einem Be- 
reich von 1 mm und die optimalen PadgroBen in einem Be- 
reich von 100-140 • 70-90 mm liegen. 
to [0015] Die Kultivierung kann sowohl emers in Standkul- 
tur als auch in bewegter Kultur erfolgen, wobei das Medium 
bei der Kultivierung als assimilierbare Kohlenstoffquellen 
Glucose, Fructose, Saccharose und/oder Glycerol, vorzugs- 
weise Glucose, in Konzentrationen von 15-30 g/l Medium, 
15 vorzugsweise 20-25 g/l enthalt. 

[0016] Neben den assimilierbaren Kohlenstoffquellen ent- 
halt das Medium als assimilierbare Stickstoffquelle Pro- 
teine, vorzugsweise Peptone, in Konzentrationen von 
4-6 g/l Medium, wobei besonders vorteilhaft 4,5-5,5 g/l 
20 Verwendung fin den. 

[0017] Dinatriumhydrogenphosphat • 12H 2 0 und Citro- 
nensaure werden dem Medium als weitere Inhaltsstoffe zu- 
gesetzt, wobei die Konzentration des Phosphates in einem 
Bereich von 2-10 g/l und die Konzentration der Citronen- 
25 saure in einem Bereich von 0,5-1,5 g/l liegt. 

[0018] Besonders vorteilhaft. fiir das Verfahren liegt. die 
Konzentration des Phosphates in einem Bereich von 6-7 g/l 
und die der Citronensaure in einem Bereich von 1,0-1,2 g/l. 
[0019] Der ph-Wert der Kultivierung liegt im Bereich von 
30 pH 4,0 und 7,2, vorzugsweise 5,8-7,0, und die Temperatur 
wird im Bereich von 15 bis 38°C, vorzugsweise 25-30°C, 
gehalten. 

[0020] Besonders vorteilhaft erfolgt bei dem erfindungs- 
gemaBen Verfahren eine Vorbehandlung des Impfmaterials 
35 mit. Cellulase einer Aktivitat von 1-800 NCU, vorzugsweise 
150-500 NCU. 

[0021] Das mit Cellulasen vorbehandelte bzw. nicht vor- 
behandelte Inokulum wird auf eine optische Dichte zwi- 
schen 0,04-1,2 bei 578 nm eingestellt. Wahrend der emer- 
40 sen Kultivierung, deren Kulturdauer 5-7 Wochen und langer 
betragt, erfolgt keine Zudosierung von weitere m Nahrme- 
dium, was dazu fuhrt, daB das Kontaminationsrisiko der 
Kulturen gering gehalten wird. 

[0022] Nach der Abtrennung der gebildeten, homogen 
Bakteriencelluloseschicht, deren Dicke bis zu 60 mm be- 
tragt, wird diese mit Wasser abgespiilt, in Schichten nut ho- 
mogenen Schichtdicken auf an sich bekannte Weise zerteilt 
und nachfolgend mit einem in der Medizin zugelassenen 
mildalkalischen Reinigungsmittel und wieder mit Wasser 
gewaschen. 

[0023] Aus dieser so gereinigten Bakteriencellulose- 
schicht werden fiir Pads Schichten der GroBe von maximal 
350 • 250 mm und einer Dicke von maximal 5 mm herge- 
stellt. Besonders vorteilhaft geschieht dies durch mechani- 
sches Schneiden, wobei die optimale SchichtgroBe im Be- 
reich von 100 bis 140 -70 bis 90 mm und die optimale 
Schichtdicke etwa 1 mm festlegbar ist. 
[0024] Fiir die Verwendung derartiger Schichten und Pads 
wird die Bakteriencellulose je nach Bedarf in der natiirli- 
chen feuchten Form belassen bzw. durch den Zusatz von be- 
notigten Wirkstoffen oder durch vollstandigen bzw. teilwei- 
sen Austausch der Feuchtigkeit gegen spezielle Losungen 
dieser Wirkstoffe modifiziert. 

[0025] Als Wirkstoffe sind dabei Lipide, Antioxidantien, 
wie z. B. Ascorbinsaure oder deren Derivate, Vitamine, wie 
z. B. Vitamin E, Vitamin D, andere Tocopherole, Bisabolol, 
Wachstumsfaktoren, z. B. fiir medizinische Applikationen, 
Pflanzenextrakte, wie z. B. Aloe vera, Rosmarinsaure, Ar- 
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nica, Tannine, etherische Ole, einsetzbar. 
[0026] Die Schichten und Pads aus BakterienceLlulose 
konnen bei Bedarf sterilisiert und mit stabilisierenden Stof- 
fen, wie bspw. dem sekundaren Alkohol 1,2-Pentandiol, der 
in einer Konzenlration von 3-15% (w/v) Verwendung fin- 
det, versetzt werden. 

[0027] Die Hauptanwendungsgebiete dieser, nach dem er- 
findungsgemaBen Verfahren hergestellten Produkte aus 
Bakteriencellulose Liege n bspw. in der Medizin, Veterinar- 
medizin und/oder Kosmetik. Jedoch sind aufgrund der be- 
sonderen Eigenschaften der Bakteriencellulose auch andere 
Applikationsfelder denkbar. 

[0028] Besonders die Fahigkeit von Pads aus Bakteri- 
encellulose, die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren 
hergestellt werden, Fliissigkeiten je nach Bedarf zu spei- 
chern, ist: von groBer Bedeutung. Bei einer medizinischen 
Anwendung werden Wunden vor weiterer Verschmutzung 
geschiitzt, ein Austrocknen wird verhindert und biologisch 
aktive bzw. heilende Subsianzen konnen nachgelielert wer- 
den. Fiir kosmetische Anwendungen ist es daruberhinaus 
weiterhin moglich, der Haul pflegende Subsianzen zuzufuh- 
ren. 

[0029] An hand der nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele 
wird die Erfindung naher erlautert. 

[0030] In einem ersten Beispiel wird die Herstellung ho- 
mogener Bakteriencelluloseschichten beschrieben. 
[0031] In Vorkulturen von Acelobacter xylinuni (DSM 
13368), die im Schramm-Hestrin-Medium kultiviert. sind, 
werden in jeweils 200 ml 0,25 nil einer Cellulase-Losung 
mit einer Enzymaktivitat im Bereich von 450 NCU gegeben 
und diese Kulturen bei 30°C inkubiert. Nach Erreichen einer 
gunstigen Bakteriendichte werden GlasgefaBe der Abmes- 
sung 300- 200 • 130 mm mit dem Nahrmedium nach He- 
strin, S. und Schramm, M. [Biochem. J. 58, (1954), 
345-352] der folgenden Zusammensetzung befullt und mit 
den wie vorstehend beschrieben gewonnenen Vorkulturen 
von Acelobacter xylinum (DSM 13368) beimpft. Das 
Schramm-Hestrin- Medium hat folgende Zusammenset- 
zung: 

Glucose 20 g 

Peptone 5 g 

Hefeextrakt 5 g 

Dinatriumhydrogen- 2,7 g 

Phosphat- 12H 2 0 
Citronensaure K15g 
(Destiliiertes) Wasser 1 1 

pH 6,0 



[0032] Das unbehandelte Impfmaterial bildete folgende 
Schichtdicken aus: 



nach 1 Woche 
nach 2 Wochen 
nach 3 Wochen 
nach 4 Wochen 
nach 6 Wochen 



8-10 mm 
20 mm 
30 mm 
35 mm 
40 mm 



[0033] Die gebildeten Schichten aus Bakteriencellulose 
werden den GefaBen entnommen, kurzzeitig mit Wasser ab- 
gespiilt, in Schichten mil einer homogenen Dicke von 1 bis 
1,5 mm zerteilt, mil einem in der Medizin zugeiassenen, 
leicht alkalischen Waschmittel in einer Maschine gewa- 
schen, gut mit Wasser gespult, autoklaviert und zum Stabili- 
sieren mit 5% (w/v) 1,2-Pentandiol impragniert. Die so her- 
gestellten Schichten konnen sofort oder nach Weiterverar- 



beitung einer Anwendung in der Medizin, Veterinarmedizin 
und/oder Kosmetik zugefuhrt werden. 
[0034] In einem zweiten Beispiel wird die Herstellung 
von Pads aus Bakteriencellulose zur Anwendung in der 

5 KosmeUk beschrieben. 

[0035] Aus Bakteriencelluloseschichten, hergestellt nach 
dem Verfahren analog Beispiel 1, werden Pads hergestellt. 
Derartige Pads besitzen gute Applikationseigenschaften fiir 
Masken und konnen herkommliche Masken aus Kollagen, 

to Alginaten und/oder Hyaluronsaure ersetzen. Durch die Sta- 
bilisierung mit 1,2-Pentandiol, einem in der Kosmetik zuge- 
iassenen stabilisierenden sekundaren Alkohol, sind die Ge- 
brauchseigenschaften deutlich erhoht. Auch ist es moglich, 
das Wasser ganz oder teilweise gegen Losungen von Wirk- 

1 5 stoffen auszutauschen und/oder die feuchten Bakteriencellu- 
loseschichten mit derartigen Stoffen und/oder Mischungen 
zu impragnieren. AIs Wirkkomponenten sind bei spiels weise 
Antioxidantien, z. B. Ascorbinsaure oder deren Derivate, 
Vitamine, wie z. B. Vitamin E, Vitamin D, andere Tocophe- 

20 role, Bisabolol, Wachstumsfaktoren, z. B. fiir medizinische 
Applikationen, Pflanzenextrakte, wie z. B. Aloe vera, Ros- 
marinsaure, Arnica, Tannine, etherische Ole, einsetzbar. 

Patentanspriiche 

25 

1. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose bei dem 
Acelobacter xylinum DSM 13368 mit oder ohne Vor- 
behandlung mit Cellulase in einem gepufferten, Mine- 

30 ralsalze enthaltendem Medium, das zumindest eine as- 
similierbare Kohlenstoffquelle in einer Konzenlration 
von 15-30 g/1 Medium und zumindest. eine assimilier- 
bare S ticks toffquelle in einer Konzenlration von 
4-6 g/l Medium enthalt, bei einem pH-Wert. von 

35 4,0-7,2 so wie einer Tempera tur von 15-3 8 °C bis zur 
Bildung einer homogenen Celluloseschicht einer Dicke 
von maximal 60 mm kultiviert wird, die gebildete Cel- 
luloseschicht im AnschluG daran abgetrennt und durch 
inindestens einmaliges Waschen mit. Wasser und/oder 

40 einem in der Medizin zugeiassenen, leicht. alkalischen 
Reinigungsmittel gereinigt wird und diese gereinigte 
Celluloseschicht anschlieBend in Schichten geschnitten 
oder zu Formkorpern geformt. wird, diese wiederum 
gewaschen werden und diese anschlieBend mit einem 

45 chemischen Stabilisator und/oder einem Wirkstoff ver- 
setzt werden. 

2. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Verfah- 

50 ren in Emerskultur durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Verfah- 
ren in bewegter Kultur durchgefuhrt wird. 

55 4. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als assimi- 
lierbare Kohlenstoffquelle Glucose, Fructose, Saccha- 
rose und/oder Glycerol eingesetzt wird. 

60 5. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als assimi- 
lierbare Stickstoffquelle ein Proteinlysat eingesetzt 
wird. 

65 6. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
den Anspriichen 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
als assimilierbare Stickstoffquelle Pepton eingesetzt 



DE 100 22 751 C2 

7 



wird. 

7. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Forrn- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Medium 
durch Citronensaure und Dinatriumhydrogenphosphat 5 
gepuffert wird. 

8. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
den Anspruchen 1 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
dem Medium Citronensaure in einer Konzentration von to 
1,0-1,5 g/1 Medium und Dinatriumhydrogenphosphat 

in einer Konzentration von 0,5-2,0 g/1 Medium zuge- 
geben wird. 

9. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 15 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Cellulo- 
seschicht in einzelne, 0,1 bis 5 mm dicke Schichten ge- 
schnitten wird. 

10. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 20 
Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Cellulo- 
seschicht in einzelne Formkorper einer Flachen von 
100-500 000 mm 2 und einer Dicke von 0,1 bis 5 mm 
durch Stanzen zerteilt wird. 

11. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 25 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als chemi- 
scher Stabilisator 1,2 Pentandiol eingesetzt wird. 

12. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 30 
Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff 
Antioxidant en verwendet. werden. 

13. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
korper n oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff 35 
Vitamine eingesetzt werden. 

14. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 
kdrpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff 
Wachstumsfaktoren eingesetzt werden. 40 

15. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Fonn- 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff 
Pflanzenextrakte eingesetzt werden. 

16. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Form- 45 
korpern oder Schichten aus Bakteriencellulose nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff 
Lipide eingesetzt werden. 



55 
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- Leerseite - 



TRANSLATION OF GERMAN PATENT 10022751 



The invention concerns a procedure for the production of specific molded articles or 
layers from bacteria cellulose. 

Procedures for the production of hydratisierter cellulose by bacteria were described 
occasionally. Generally bacteria of the Species Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium, 
Pseudomonas or Alcaligenes are used for production (DE 40 27 479; EP 0,347,481; 
WHERE 89/12107). The majority of the procedures sets however above all Acetobacter 
xylinum, used from this, its variants and/or Mutanten to the production (DE 40 27 479, 
US 4,588,400; US 4,788,146; US 5,228,900; US 5,955,326; EP 0,346,507; EP 0,347,481; 
EP 0,396,344; WHERE 89/08148; WHERE 89/12107; WHERE 98/30594). In the 
respective writings special trunks are protected as main suppliers. The production takes 
place both in emerser culture via formation of a layer from bacteria cellulose at the 
surface of the culture liquid (DE 40 27 479; US 4,588,400; US 4,788,146; EP 0,346,507; 
EP 0,347,481) and in more moved, partly also in continuous culture in pistons and/or 
bioreactors (US 5,228,900; WHERE 91/16445), at diaphragm surfaces (JP 07274987 A; 
EP 0,396,344) or at rotary disks (US 5,955,326; WHERE 97/05271). Due to the high 
Sauerstoffbedarfs for the formation of the bio polymer both emerse cultivation and the 
bioreactor culture are favored. If connected layers are to be manufactured, the emerse 
surface culture proves as more favorable. 

The used media contain usually assimilatable sources of carbon, as for example of 
Fructose, Mannitol, Sorbitol, glucose, Cellobiose, more rarely because of slower growth 
with the use Glycerol, Galactose, lactose, Saccharose, Maltose, Polyalkohole, 
Polysaccharide, assimilatable sources of nitrogen, as for example usable proteins, usable 
mineral salts than macro and sources of micro nutrient. The pH value is described for the 
range from 4,5 to 6.5 and the temperature within the range of 15 to 35 DEG C (DE 40 27 
479; US 4,588,400; US 4,788,146; US 5,228,900; EP 0,396,344; EP 0,346,507; WHERE 
89/12107). The patent DE 40 27 479 is for example mentioned with the reference that 
high cell densities are necessary, in order to obtain good yields with high quality 
standards. Other polymers and/or cellulose derivatives than aids are partly added, in order 
to increase the yield and to have thus also carriers for the formed bacterial bio polymer 
(EP 0,396,344; EP 0,346,507; WHERE 89/12107). Other influences take place via 
growing diaphragms semipermerablen on for the training of special forms and/or via the 
use of cork borers (EP 0,396,344). 

Despite large efforts inhomogeneities in the quality and layer thickness step on with the 
production of the bio polymer (US 5.955.326). In the patent DE 40 27 479 the mechanical 
distance of the first layer parts is described for the acquisition of better homogeneities. 

A problematic field of technology is the dressing and washing the formed bacteria 
cellulose. In the predominant number of the descriptions washing with NaOH of different 
concentrations takes place at higher temperatures, followed of a neutralization with HC1 
or acetic acid (DE 40 27 479; US 4,588,400; US 4,788,146; US 5,228,900; US 5,955,326; 
EP 0,396,344; WHERE 89/08148). Other cleaning steps use tri chlorine acetic acid (US 
4,588,400; US 4.788.146), oxidizing agents, as bspw. alkaline hydrogen peroxide, NaOCl 
and/or C102 (WHERE 89/08148; WHERE 91/16445). Auskochen with water and acetic 
acid (WHERE 98/30594) and/or. a treatment with not-aqueous hydrophilic solvents, alkyl 
alcohols or Ketonen with less dian 6 carbon atoms (EP 0,346,507) is also described. 
Freezing drying process (WHERE 89/12107) and/or Autoklavierung and/or treatments 
with gamma-rays (US 4.588.400) for sterilization are further components of the described 
processes. 

Depending upon procedures for the cultivation of the organisms suspendable bacteria 
cellulose in the agitated cultures or more or less strong layers is available in the emersen 
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cultures. The layer strength must be controlled exactly, in order to receive homogeneous 
qualities. Such layer formations are described bspw. in the writings DE40 27 479 with 

r^ER^ C Qm S , S n7 S ° f > lTl US 4 - 588 400 Wkh thickneSS6S between 0>1 and 15 mm 
or WHERE 89/12107, in which the production of films of 0,1 mu m thickness is stated In 

the registration WHERE 98/30594 the transformation of the gelatinosen form of the ' 

bacteria cellulose in fiber form represented, a very complex and uneconomic venture 

Impregnation steps documented more rarely. Like that is bspw. the impregnation with 

PEG, Glycerol, PVP etc. documented (US 4.588.400). 

Among the main application fields of the bacteria cellulose specified in the discussed 
patents and/or patent applications rank among other things the production of diaphragms 
and applications m the paper and foodstuffs industry (DE 40 27 479), the employment as 

nZTAT eria l (US 4 ' 588 ' 4 ° 0; US 4 ' 788 - 146 )' use as artlfic -l blood vessels ^ 
0,396,344), employment in the areas paper trade, surface coating, plastics, colors (thick) 
soaps, Kosmetika, seeds, concrete, ceramic(s) (WHERE 89/08148) and/or as additive for 
paper, with additives of magnetic material, of electrical material, as additives for feeds 
and/or food (WHERE 89/12107). 

All aforementioned solution variants possess a multiplicity of disadvantages, which large 
homogeneity fluctuations, which partial complex cultivation techniques including partial 
necessary transformations the gelatinoser products in fibers, which cleaning methods, with 
which by the employment of very radical means (NaOH, HC1, acetic acid, tri chlorine 
acetic acid oxidizing agent) and higher temperatures the risk can occur partial partial 
chenucal change of the Polysaccharides. So changed structures can limit and even prevent 
the employment clearly within the range of medicine, veterinary medicine and/or 

pp^ met i o? A 6 3ddltlVe ° f 3CtiVe substances was s ° far hardly realized. Thereby Glycerol 
PEG and PVA were used with priority. Further successful additives of active substances ' 
or exchange of the solvent water against other agents are so far not satisfying^ solved. 
The task of the available invention is to avoid the disadvantages of the state of the art and 
a procedure for the production of a homogeneous to indicate clean and bedarfsweise 
variable ZasMe ^ ^ SubstanCeS which 18 economically favorable and 

This task is solved with the procedure after patent claim 1 . 

Surprisingly the combination of single technologies was successfully, so that with the 
procedure according to invention the employment of aggressive chemicals can be void for 
the cleaning of the product, at any time an exchange of the water or an addition of the 
water in the layers with biologically active active substances to take place and a 

f^ nrTr ° f ^ b Tlr a Cel,Ul ° Se With ° Ut C ° mpIeX aut °P ianos > treatme * with gamma- 
rays or other means at the same time take place can. By means of a cultivation step in the 

procedure according to invent.on production of large quantities of bacteria cellulose and 

by a separatjon process is possible in the procedure the manufacturing of given forms and 

ayer thicknesses is made possible. According to invention the material mLfacZi fn 

the procedure consists of pure cellulose with the characteristic of a high source ability and 

a pronounced fortune for the restraint of water and/or other liquids. The layers or Zed 

parts manufactured ,n the procedure possess a specific, uniform thickness are 

biocompatibly as well as favorably manufacture and further-processable. Due to the 

natural production of the Polysaccharides according to invention the product won in the 

rCbar. 18 8 ^ degradable ^ thUS Wdl en --nm P entalcompatfoly 

In the following the invention in the detail is to be described. 
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For the production of bacteria cellulose the selected variant Acetobacter is used xylinum 
DSM 13368. The bacterium Acetobacter xylinum DSM 13368 is cultivated in a medium, 
that as source of carbon bspw. Glucose, Fructose, Saccharose and/or Glycerol, as source' 
of nitrogen bspw. Proteins, mineral salts and if necessary. Vitamine contains. A possible 
medium is the scratch Hestrin medium, which is described in example 1 more near. The 
pH value lies usually between pH 4.0 and 7.2, preferably between 5,8 and 7,0. Cultivation 
is possible in the temperature range 15-38 DEG C, preferably 25-30 DEG C. For example 
to the production of layers for Pads for application in the medicine, veterinary medicine 
and/or Kosmetik in the procedure according to invention the emerse surface culture 
worked. This can take place in Kultivationssystemen of most diverse forms. In addition, 
the production of bacteria cellulose in the procedure according to invention does not 
exclude moved cultures and the use of rotary systems, if the conditions are considered for 
the achievement of absolutely homogeneous layer systems. The bacteria which can be 
used can be pre-treated in the Vorkultur with commercial Cellulasen. Surprisingly it 
turned out that the assigned trunk Acetobacter exhibits xylinum DSM 13368 
independently of the inoculation density constant Produktivitaten. The bacteria density in 
the inoculation material, certainly with 578 Nm, can lie between the values OD = 0.04- 
1.2, without stronger fluctuations are noticeable in cultivation time and yield. Cultivation 
in the emersen systems can take place over several weeks, without growth medium must 
be after-proportioned. The education of very homogeneous layers can be guaranteed by 
long-term cultivation, without work and time-consuming control operations become 
necessary. 

The cleaning of the formed layers from bacteria cellulose is surprisingly very many more 
simply possible than it with the patents quoted above is described. The layers thick up to 
60 mm are divided and are in the following contrary to the state of the art in surprising 
way also for other intended purposes usual mild-alkaline cleaners, which are certified for 
medical ranges also, waschbar. With maximally 95 DEG C the bacteria remainders, 
proteins and other impurities with treatments from 2,60 minutes are already separated. 
After the desired shaping by separation into layers with homogeneous layer thicknesses 
wash process with cleaning agents mild-alkaline in the medicine certified and with water 
follows, before punching the desired form in actually well-known way takes place, 
whereby the thicknesses/the surfaces with Pads or preliminary stages of Pads bspw. in the 
range and in the range of a maximum PAD size of 350,250 mm as well as the optimal 
PAD thickness in a range from 1 mm and the optimal PAD sizes in a range from 100- 
140,70-90 mm are appropriate for a maximum PAD thickness of 5 mm. 

Cultivation can take place both emers in condition culture and in moved culture, whereby 
the medium with cultivation as assimilatable sources of carbon glucose, Fructose, 
Saccharose and/or Glycerol, preferably glucose, contain in concentrations of 15-30 g/1 
medium, preferably 20-25 g/1. 

Beside assimilatable sources of carbon the medium contains Peptone, in concentrations of 
4-6 g/1 medium, as assimilatable source of nitrogen of proteins, preferably whereby 4.5- 
5.5 finds g/1 use particularly favourably. 

Dmatriumhydrogenphosphat.l2H20 and Citronensaure are added to the medium as 
further contents materials, whereby the concentration of the phosphate lies in a range from 
2-10 g/1 and the concentration of the Citronensaure in a range from 0,5-1,5 g/1. 

For the procedure the concentration of the phosphate lies particularly favourably in a 
range from 6-7 g/1 and those the Citronensaure within a range from 1,0-1,2 g/1. 
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The pH value of cultivation is appropriate for 5.8-7.0 within the range of pH 4.0 and 7.2, 
preferably, and the temperature is held within the range of 15 to 38 DEG C, preferably 25- 
30 DEG C. 

A pretreatment of the inoculation material with Cellulase of an activity takes place 
particularly favourably from 1-800 NCU, preferably 150-500 NCU with the procedure 
according to invention. 

With Cellulasen pre-treated and/or. not pre-treated Inokulum is adjusted to an optical 
density between 0,04-1,2 with 578 Nm. While the emersen cultivation, whose culture 
duration amounts to longer 5-7 weeks and, takes place no metering of further growth 
medium, which leads to the fact that the contamination risk of the cultures is kept small. 

After the separation of the formed, homogeneous bacteria cellulose layer, whose thickness 
up to 60 mm amounts to, this with water one rinses off, one divides in layers with 
homogeneous layer thicknesses in actually well-known way and one washes in the 
following with cleaning agents mild-alkaline in the medicine certified and again with 
water. 

Of this in such a way cleaned bacteria cellulose layer for Pads layers of the size of 
maximally 350,250 mm and a thickness are made by maximally 5 mm. This is done 
particularly favourably via mechanical cutting, whereby the optimal layer size is about 1 
mm definable within the range of 100 to 140,70 to 90 mm and the optimal layer thickness. 

For the use the bacteria cellulose will leave of such layers and Pads depending upon need 
in the natural damp form and/or. by the additive of necessary active substances or by 
complete and/or. partial exchange of the humidity against special solutions of these active 
substances modifies. 

As active substances thereby Lipide, Antioxidantien, are like z. B. Ascorbic acid or their 
derivatives, Vitamine, like z. B. Vitamin E, Vitamin D, other Tocopherole, Bisabolol, 
growth factors, z. B. for medical applications, plant extracts, like z. B. Aloe vera, 
Rosmarinsaure, Arnica, Tannine, etherische oils, applicable. 

The layers and Pads from bacteria cellulose can if necessary sterilized and with stabilizing 
materials, as bspw. the secondary alcohol 1,2-Pentandiol, which finds use in a 
concentration of 3-15% (w/v), to be shifted. 

The main fields of application of these according to invention products of bacteria 
cellulose, manufactured in the procedure, lie bspw. in the medicine, veterinary medicine 
and/or Kosmetik. However also different application fields are conceivable due to the 
special characteristics of the bacteria cellulose. 

Particularly the ability of Pads from bacteria cellulose, which are manufactured in the 
procedure according to invention, to store liquids depending upon need is of great 
importance. With a medical application wounds are protected against further 
contamination, draining is prevented and biologically active and/or. welfare-end 
substances can be delivered subsequently. For cosmetic applications is it in addition 
further possible to supply to the skin maintaining substances. 

On the basis the following remark examples the invention is more near described. 

In a first example the production of homogeneous bacteria cellulose layers is described. 

In Vorkulturen of Acetobacter xylinum (DSM 13368), which in the scratch Hestrin 
medium are cultivated, in in each case 200 ml 0.25 ml a Cellulase solution with an 
enzyme activity within the range of 450 NCU are given and these cultures with 30 DEG C 
are inkubiert. After reaching a favorable bacteria density glass containers of the dimension 
become 300.200.130 nun with the growth medium after Hestrin, S. and scratch, M. 

4 
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[Biochem. J. 58, (1954), 345-352] of the following composition filled and with as 
managmg described won Vorkulturen of Acetobacter xylinum (DSM 13368) inoculated. 
The scratch Hestrin medium has the following composition: 

< tb> < TABLE> Columns=2> 

< tb> < UCB AL=L> Dinatriumhydrogen-Phosphat.l2H20< SEP> 2.7 g 

< tb> Citronensaure< SEP> 1 . 1 5 g 

< tb> (Distilled) WasseK SEP> 1 1 

< tb> P H< SEP> 6,0 

< tb> < /TABLE> 

The untreated inoculation material trained the following layer thicknesses: 

< tb> < TABLE> Columns=2> 

< tb> < UCB AL=R> 30 mm 

< tb> after 4 Wochen< SEP> 35 mm 

< tb> after 6 Wochen< SEP> 40 mm 

< tb> < /TABLE> 

The formed layers from bacteria cellulose are inferred from the containers, washed briefly 
with water rinsed off, in layers with a homogeneous thickness from 1 to 1.5 mm divided 
with in the medicine a certified, to easily alkaline detergents in a machine, rinsed, 
autoklaviert well with water and impregnated for stabilization with 5% (w/v) 1,2- 
Pentandiol. In such a way manufactured layers can be supplied immediately or'after 
subsequent treatment of an application in the medicine, veterinary medicine and/or 
Kosmetik. 

In a second example the production of Pads from bacteria cellulose is described for 
application in the Kosmetik. 

Made of bacteria cellulose layers, in the procedure similar to example 1, Pads are 
manufactured. Such Pads possesses good application characteristics for masks and can 
conventional masks from Kollagen, Alginaten and/or Hyaluronsaure replace By 
stabilization with 1,2-Pentandiol, in the Kosmetik certified stabilizing secondary alcohol 
the performance characteristics are clearly increased. Also it is possible to exchange the ' 
water totally or partly against solutions of active substances and/or to impregnate the 
damp bacteria cellulose layers with such materials and/or mixtures. As effect components 
for example Antioxidantien are, z. B. Ascorbic acid or their derivatives Vitamine like z 
B. Vitamin E, Vitamin D, other Tocopherole, Bisabolol, growth factors', z. B. for medical 
applications, plant extracts, like z. B. Aloe vera, Rosmarinsaure, Arnica, Tannine 
etherische oils, applicable. 
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1 . Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose with the Acetobacter is cultivated xylinum DSM 13368 with or without 
pretreatment with Cellulase in a buffered, mineral salts containing medium which 
contains at least a assimilatable source of carbon in a concentration of 15-30 g/1 medium 
and at least a assimilatable source of nitrogen in a concentration of 4-6 g/1 medium, at a 
pH value of 4,0-7 2 as well as a temperature of 15-38 DEG C up to the education of a 
homogeneous cellulose layer of a thickness of maximally 60 mm, the formed cellulose 
layer is afterwards separated and by at least unique washing with water and/or in the 
medicme certified, easily alkaline cleaning agents cleaned and this cleaned cellulose layer 

itZZt m rT ? t0 u m ° lded artideS formed ' this t0 be a § ain washed these 
afterwards with a chemical stabilizer and/or an active substance be shifted. 

2. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that the procedure is 
accomplished in Emerskultur. 

3. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that the procedure is 
accomplished in moved culture. 

4. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 

of ca brZotT ^"T^ 1 by ^ feCt characterize d that as assimilatable source 
ot carbon glucose, Fructose, Saccharose and/or Glycerol are used. 

5 Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that as assimilatable source 
of nitrogen a Proteinlysat is used. 

^ Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to the requirements 1 and 5, by the fact characterized that as 
assimilatable source of nitrogen Pepton is used. 

7. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that the medium is buffered 
by Ctronensaure and DIN atnum hydraulic gene phosphate. 

8. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to the requirements 1 and 7, by the fact characterized that 
Citronensaure in a concentration of 1,0-1,5 is admitted to the medium g/1 medium and 
DIN atnum hydraulic gene phosphate in a concentration of 0,5-2,0 g/1 medium. 

l'lTJ me f V hG Pr ° ducti0n of s P ecific moJ ded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that the cellulose layer is 
cut into individual, 0. 1 to 5 mm thick layers. y 

10 Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requuement 9, by the fact characterized that the cellulose "aver 
mm< mto individual molded articles surfaces of 100-500 000; 2> and Vetoes from 0 1 
to 5 mm by stamping machines one divides. micicness rrom U, 1 

cellnlo< : < ; edUre H° r th f Pr ° ducti0n of s P ecific moJ ded articles or layers from bacteria 
T^:^Z^~ ent 1 ^ ^ that as « -bi,i 2 er 



12 Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
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13. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that as active substance 
Vitamine are used. 

14. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that as active substance 
growth factors are used. 

15. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that as active substance 
plant extracts are used. 

16. Procedure for the production of specific molded articles or layers from bacteria 
cellulose according to requirement 1, by the fact characterized that as active substance 
Lipide are used. 
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